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Mutationen:

» spontan und zufallig auftretende Veranderungen
in der DNA

» konnen einzelne Nukleotide, oder auch Teile von
Chromosomen bzw. ganze Chromosomen
betreffen



Was versteht man unter Mutationsanalytik?

HISTOLOGIE TAGE
15.-16. Oktober 2010

ngress Palais Kassel —Stadthalle

Mutationsanalysen:

» immer hoheren Stellenwert in der taglichen
molekularpathologischen Diagnostik

» ermoOglicht genauere Klassifikation von Tumoren
verschiedener Organsysteme:
z.B. Lunge, Gastrointestinaltrakt

» relevant fur viele Therapieentscheidungen:
z.B. EGFR, K-ras, B-raf, c-Kit
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DNA Isolation PCR Reaktion

250bp

100bp
50bp B-raf 220bp




Prinzip der Sequenzierung:
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Sequenzierung nach Sanger:

v > fluoreszenzmarkierte
Didesoxynukleotide

2. Prepare four reaction mixtures;
include in each a diffarent "
replication-stopping nucleotide

‘¢80 | > kein freies 3'OH Ende
| > Strangabbruch

> es entstehen Produkte
unterschiedlicher GroBe

Primear ' /
TACOGCAGT AL
ATGLLGICATG
/ TGCHTCATG
o GInTEATL
Sequence of interest €OTCATa

Read segence as e Ty
complement of bands

[nle]




Prinzip der Sequenzierung:
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Sequenzierung nach Sanger:

» Aufreinigung der Produkte:
» Ethanolfallung
» Gelfiltration

» Auftrennung der Produkte mittels
Kapillarelektrophorese
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Kapillarelektrophorese:

20

a0

TO a0 S0 100 110 120

AV fvion

A

A




Validierung der Ergebnisse und Fehlersuche: 33. ORPHOLOG'E-
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B-raf Uberpriifung auf V599E Mutation in Exon 15:

File:  Kyse41d-Braf-F.abi X-Zoom

40 50 60 110 120 130 140
TTCTTCATGRARAGLACCTCRACA G TRALRLAALTE GGTGATTTT GGT TR GC TACRAGTGARR!T WS LTGGEAGTGGGTCCCATCAGT TTGALRCAGTTGTC TG GATCCATTTT
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Sequenz Blast in der Datenbank NCBI:

>r-ref|HT 0075914.15] [J Homo sapiens chromosome 7 genomic contig, GRCh37 reference primary
assembly
Length=14866257

Features in this part of subject segquence:
B-Raf

Score = 187 bita (101), Expect = 2e-47
Identitiea = 101/101 (100%), Gaps = 0/101 {(0%)
Strand=Flus/Minus

Query 1 ACTTACTACACCTCAGATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTARRRATAGSTGRATTIT &0

EEEEEEEERELTEEE EEEVEF EEEERLEEEEELELEEREEERER EELELERE EEEEELL
Sbjct 1048832 ACTTACTACACCTICAGATATATTTCTTCATGAARGRCCTCACRAGTAARAATAGRTGATITT 1043773

fuery 61 FETCTA
ELEEELE
Sbjct 1048772 GEICTA

GGEAGIGGEICCCATCE 101
ELEELEELTLEREEL)
CEATGGAGTGGETCCCATCE 1048732

» Ubereinstimmung mit B-raf Sequenz > 100%

> keine Mutation | Wildtyp
TACAGIGAAAT | Sequenz
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B-raf Uberpriifung auf V599E Mutation in Exon 15:

HT29-BrafF.ab1 XZoom ( x0.5 & x1 { x2

CTCRECAGTRARARRTRE GGT GATTTT GG CTAGCTRECAGTG

gy H i Jmmlmmu e

SO T OO0
C T =2C= =TI = —~~=TCCT

Wil
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Sequenz Blast in der Datenbank NCBI:

Features in this part of subject sequence:

B-Raf
Score = 263 bits (142), Expect = 5Se-&8
Identities = 144/145 ({99%), Gaps = 0/145 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query 1 TGARGACCTCACAGTARRRRTAGETGATTTTGETCTAGCTARACACARRRCTCGATGGAG 60
FEEEEEEREEEREVELEEERERERREEEEDEVELEFERELIREE FELIREEELEELEE]
Sbjct 1048803 TGRARGRCCTCACAGTARRRATAGGTGATITIGGTCTAGCTARAGTGARANCTCGATGEAG 1048744

Query 61 TGG6TCCCATCAGT TTGAACAGT TGTCTGEATCCATTTTGTGGATGETARGARTTGAGEC 120
FECEREEEREEEE R EE P e ey r

Sbjct 1048743 TIGEGTCCCATCAGTTIGRACAGTTGICTGGATCCATTTTGTGGATGETARGARTTGAGSC 1048684

fuery 121 TATTTTTCCACTGATTARATTTTIG 145

EECEREELEELEEEEEREREREEES
Sbjct 1048683 TATTTTTCCACTGATTARATITTITG 1048659

» Ubereinstimmung mit B-raf Sequenz > 99%

» Punktmutation T > A | heterozygote
TACAGAGAAAT V599E Mutation




Validierung der Ergebnisse und Fehlersuche:
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» Ethanolfallung - Ethanol nicht vollstandig
verdampft



Validierung der Ergebnisse und Fehlersuche:
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mogliche Fehlerguellen:

A 80 S0
il s AR S e T A I A T S A S L S Sy o e L e i ST LS LT L

AN WSO WA Vi i

» 2 Sequenzen ubereinander gelagert:
- evil. Nebenbanden /-produkte in der PCR




Validierung der Ergebnisse und Fehlersuche:
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mogliche Fehlerguellen:

=1 = O
A= 4N C. N BN T T T NT S 8GN N O 2

» Sequenz nicht auswertbar:
-> Kapillarelektrophorese, Polymer zu alt



b= a1 -
Validierung_der Ergebnisse und Fehlersuche: 33. MORPHOLOGIE -
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Tipps und Tricks:

» gut etablierte PCR - keine Nebenprodukte

» richtige Lagerung der Sequenzierreagenzien

» Ethanolfallung = keine Ethanolrickstande
im aufgereinigten Produkt

» regelmaBige Wartung / Pflege der
Kapillarelektrophoresegerate
—> cave: Haltbarkeit des Polymers beachten



Vielen Dank fur lhre
Aufmerksamkeit!




